Application of Goldsolreaction to Enzymological Studies by ヌカダ, タダアツ & 額田, 忠篤
Osaka University
TitleApplication of Goldsolreaction to Enzymological Studies
Author(s)額田, 忠篤
Citation
Issue Date
Text Versionnone
URL http://hdl.handle.net/11094/46128
DOI
Rights
【ー一】--【27】-w
氏 名 ･ ( 本籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与の日付
学位授与の 要件
額 田 忠 篇
ぬ か だ た だ あ つ
医 学 博 士
第 3 6 8 号
昭 和 38年 3 月 25 日
医 学 研 究 科 生 理 系
学位規則第 5条第1項該当
学 位 論 文 題 目 Ap plic a七;0 n OF Golds0lr e8 C･ヒion 七o
En zym olo9ic81 S七udie s
(主 査) (副 査)
論 文 審 査 委員 教 授 今泉 礼治 教 授 久保 秀雄 教 授 萩原 . 文 二
論 文 内 容 の 要 旨
〔目 的〕
金 ゾ ル は負 に荷電 して い る の で , 少量 の正 イ オ ン を加える事に より, 中和きれ , 凝結し て落ち る疎水膠
質で あ る ｡ こ の金ゾ ル 中 , 比較的安定に して 且 つ鋭敏な金ゾ ル RV は そ の保護物質と, 陽 イ オ ン と の不日
互関係に 於い て , 桃色か ら桃紫 , 紫 , 紫青 , 青 , 淡青 , 無色と そ の 色調を変化せ し める ｡ こ の金ゾ ル 反応
を酵素反応に 応用せ んと した ｡
〔方 法〕
金ゾ ル RV を食塩水並び に綬衝披か ら保護出来 る最小に し て充分な 酵素蛋白に て保護し, そ の 酵素反
応 を成立 せ し め , そ れぞれ の 対称に対す る色調の 変化を観察した ｡
〔成 績〕
1. A c etylcholin e ste ra s eへ の 応用
こ の 金ゾ ル は , 赤血球より純化きれた A c etylcbolin e ste ra s eに よ っ て Na イ オ ン の atta ck から保護
きれる｡
こ の保護きれ た m ediu m へ , P H7.7の Ve r o n al Buffe r, A cb を添加 し, そ の m ediu m を 0 0C に保
つ 時 , そ の 色調 は 変化しな い けれ ども,370 C で in c ubate す る と著明な色調の 変化を釆たす ,酵素を500C
30分で失宿せ しめ て , 同様 in c ubate し て も色調の 変化を釆たさな い し , 色調変化時の 終末産物に よ っ て
も , こ の変化を釆たさな い ｡ 又 こ の 反応は基質特異性 を示す ｡ 即ちゾ ル 粒子を覆 っ て , ゾ ル を保護し て い
た 酵素が , 酵素基質結合体形成に より , ゾ ル 粒子 を覆う ことが 出来な くなり, Na イ オ ン に よりゾ ル 粒
子が 中和きれ , 凝集す るも の と 考 え ら れ る ｡ 更 に Cholin e ste r a s e阻害剤の実験で は , Eserin e は
Ac etylcbolin e ste r a s eの ゾ ル 粒子の 保護力に は変化を与えず, 高濃度の Tbia min e は そ の保護力を減弱せ
しめ た ｡ こ の事は , こ の 二 者 の酵素 へ の 阻害機構の相異を暗示す る ｡
2. La ctic ･debydr oge n a s eベ の 応用
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同じく La ctic deby血oge n a s eも金ゾ ル を保護する作用を有し, 補酵素 D P N基 質 乳 髄 の 添 加で ,
m ediu m (P H8.6) の 色調の 変化は著明で あ っ た｡ 勿論0
0
C では こ の 反応は起らなか っ た し60, OC , 30
分 で失宿せ し め た酵素で も m ediロ m の , 変化は見られなか っ た ｡ ヱ の場合 , 乳懐 の み で は変化 な く,
D P Nの み の 添加で は 色調の 変化 を釆た した ｡ これ は補酵素と酵素との 複合体形或に より , 酵素蛋白の ゾ
ル粒子 に 対す る保護力が減弱す るか らで あろうと考えられ る ｡
3. Tyr o sina s e へ の 応用
Tyr o sinas e で 金ゾ ル を保護 し, 無酸素状態に て基質を作用させ た 時 , 金 ゾ ル m editIm の 色調は変化
す る ｡ 即ち無酸素状態に於い て も懐 素 基 質 結 合 体 形 成が行なわれるだ ろう こ とを暗示す る｡ こ の場合
Tyro sine 基質の 場合は , Adr e n alin e 基質の 場合よりも, そ の 色調の変化に 時間的な遅れ をとるが , 一 定
時間後に は , は る か に著明な金ゾ ル の色調の変化が認められ た ｡ こ の 時間的な ズ レ と , 色調変化の度合の
差異は , 基質と の結合体形成機構の 差異を物語る もの で あろう｡ Tyr o sin a s eを 500C, 30分間 in c ubate
して失宿せ しめ ると最早や 金ゾ ル を保護す る作用がなく な る ｡ Tyr o sin a s eの 失括が酵素反応の 過程で 起
ると言われるが , 失活 の原因 を酵素蛋白部の変性と考 える ならば , うなずけ る現象と言えよう ｡
4. M ono a min e o xida s e へ の 応用
M o n o a min e o xida s e (M AO) は ラ ッ ト の 肝 ミ ト コ ン ドリ ア 額粒を, 0.5% ヒ ヨ ー ル 酸 ソ ー ダ を含む
0.1 M 燐酸緩衝液 pH7.0で S u Spe nd し, 10000× g 60分遠 沈後 , 沈蹟を更に上記の後 で洗 っ て 同じく
遠沈後 , その 上清を集め , 上宿100ml に対し14.2 g の 硫安を加え , そ の 折液100ml に 対し 13.2 g の
硫安を加えた沈連を0.1 M 燐懐援衝液 P H7. 0 で S u Spe nd し て20時間0 0C で 透析 した もの を 酵素材料
と した ｡ こ の M AO pr epa ratio n で Tyr a min e, 3- Hydro xytyr a min e, N o r adr e n alin e, Adr e n alin e の
M icha elis 値を測定 し, 次 に こ の M AO で金 ゾ ル を保護し , Na イ オ ン 存在下無酸素状態に て , こ れ
らの 基質を添加す る と , M icha elis 値 の 小さ い もの 程著明な金ゾ ル m ediu m の 色調の 変 化 を 釆 た し ,
M icba elis 値と金ゾ ル の m ediu m の 色調 の 変化は逆比例す るを認めた ｡
〔総 括〕
酵素反応に お け る酵素基質結合体形成を , 簡単な金 ゾ ル 反応と い う新 しい 方法で , そ の m ediu m の 色
調の 変化に より知り得る で あろう事 を A c etylcholin e ste r a s e, La ctic debydroge n a s e, T yr o sin a s e, M A O
に よ る data か ら推察し , La ctic dehydr oge n a seと D P Nと の 複合体形成時も同様 で あ る こ と を知 っ
た ｡ こ の反応を応用して , Cbolin e ste r a s eに 対す る Es e rin e と V ita min e Bl の 阻害機構の相異や ,
Tyr o sin a s e の 失括が蛋白部の 変性で あろう こと を明らか に した ｡ 又 こ の 金ゾ ル 反応は Tyro sin a s eの 二
重活性と , そ れ に 対す る基質が m o n obydr o xy の 場合の indu ctio n pe riod に 一 致 した c u r v eを画い た ｡
又別 に ラ ッ トの ミ トコ ン ドリ ア額粒より s oluble M A O を pr epa r eす る こ と に成功 した ｡
論 文 の 審 査 結 果 の 要 旨
1920年 Zsig皿 O ndy により金ゾ ル の 調整及 び物理化学的研究が詳細に行なわれ , そ の 後 La nge に より
脳脊髄液の病的蛋白質の 分類に応用きれ , La nge の 金ゾ ル 反応と して 有名で あ るが , そ の原理は未だ未解
決で あ る ｡ 著者は これ を酵素反応に 応用し , 金ゾ ル に対 して 保護的に働く酵素蛋白と凝固的に 働く中性塩
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と､の Syste m に 基質を作用せ しめ て , 酵素皮応 を成立 せ しめた時 M ediu m の 色調 の 変化するを認
め , こ
の 金ゾ ル M ediu m の 色調の 変化が酵素活性に 比例し , M icha elis 値と逆比例す る事を観察 し･ 酵素と基
質との 那 口性 を知る Indic ato r と し て用 い得る可能性を始めて 明らか に した の は興味深い 0 現在 の 所 , 酵
素と基質との 複合体形成の親和性を知る方法と して 確立 きれ た も の は なく , M icba eli
s 値か ら推察す る
か , 複合体形成時の 吸収 ス ペ ク ト ル の変化か ら酵素蛋白の 構造的変化を推察する等 , 酵素化学 者
に よ り
色々 の努力が なされ て い る が , 今 こ こ に 酵素反応に 於け る酵素活性 , 酵素と基質との親和性 , 酵素に対す
る 阻害機構 , 酵素の 失活に関す る研究の 一 つ の Indic ato r と し て用 い得るかも知れ な い こ の金ゾ ル 反応と
いう新し い方法は , 面白い 試 み で ある ｡ 今後膠質化学的, 酵素学的追求が 必要で あ る と共に , 生化学的生
理学 , 薬理学に 応用す る ことが上Jj来 るかも知れ な い ｡
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